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cortex  requires  dynamic  regulation  of  neuronal  cytoskeleton.  Although  the 
significance  of  cytoskeletal  dynamics  during  the  neuronal  proliferation  and 
migration  in  cerebral  cortex  is well established,  the  cytoskeletal  regulators  that 
choreograph  the  change  in  the  neuronal  cytoskeletal machinery  from  one  that 
promotes oriented motility to one that facilitates stable  laminar positioning and 
elaboration of  axons  and dendrites  at  the  appropriate  locations  in  the  cerebral 
cortex  remains  unknown. We  found  that Nck  associated  protein  1  (Nap1),  an 
adaptor  protein  that  is  thought  to  modulate  actin  nucleation,  is  selectively 
expressed  in  the  cortical plate  region of  the developing  cortex, where neurons 
terminate  their  migration  and  initiate  their  laminar  specific  differentiation. 
Inhibition  of Nap1  disrupts  neuronal  differentiation.  Premature  expression  of 
Nap1  in  migrating  neurons  retards  their  migration  and  promotes  their  layer 
specific, post migratory differentiation. Nap1 mutant mice in which the function 
of  the  Nap1  gene  has  been  disrupted  by  insertional  mutagenesis  display 
 iv
profound  neural  tube  formation  and  neuronal  differentiation  defects.    Nap1 
mutation disrupts  lamellipodial  formation  and  the  ability  to  localize  key  actin 
cytoskeletal regulators such as WAVE1 to the protrusive edges of neurons where 
they are needed to elaborate process outgrowth. Together, these studies suggest 
that  Nap1  may  play  an  essential  role  in  triggering  the  neuronal  cytoskeletal 
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  aa     amino acid 
Abi     Abl (Abelson tyrosine kinase) interactor 
ASPM     abnormal spindle‐like microcephaly associated 
protein 
  BAC     bacterial artificial chromosome   
BDNF     brain derived neurotrophic factor 
bp     base pair 
CAD cell   catecholaminergic differentiated cell 
  Cdk5     cyclin dependent kinase 5 
CGE     caudal ganglionic eminence 
CNS     central nervous system 
CP     cortical plate 
Dcx     doublecortin 
DISC1     Disrupted‐in‐Schizophrenia‐1 gene 
E     embryonic day 
EM     electron microscope 
FLIP     Filamin A interacting protein 
FLNA     filamin A 
HSPC300   Heat shock protein C 300 
IP     immunoprecipitation 
  IZ     intermediate zone 
 xiii
JNK1     c‐Jun N‐terminal kinases 
Kb     kilo bases 
kD     kilodalton 
KIF2A     Kinesin superfamily protein 2A 
Lis1     lissencephaly 1 protein 
MALDI   matrix assisted laser desorption/ionization   
Map     microtubule associated protein 
  MGE     medial ganglionic eminence 
  MTOC     microtubule organizing center 
  MZ     marginal zone 
  Nap1        Nck associating protein 1 
  Nde1 (mNudE)     mouse homolog of NUDE, a nuclear distribution 
gene in A. nidulans   
 
  Ndel1 (NUDEL)    nuclear distribution element‐like 
  NF     neural folds 
  nt     nucleotides 
  ORF     open reading flame 
  P     postnatal day 
  PDGF     platelet derived growth factor 
  PFA     paraformaldehyde 
  PH     Plekstrin Homology 
  PIR121     p53‐inducible mRNA 121 
 xiv
  PV     parvalbumin 
  RNAi     RNA interference 
  SEM     Scanning electron micrograph 
  SH3     Src homology 3   
  Sra‐1     p140 Specifically Rac‐associated protein‐1   
(mammalian homologue of PIR121) 
  SST     somatostatin 
SVZ     subventricular zone 
VZ     ventricular zone 
WAVE     Wiskott‐Aldrich syndrome protein 
  (WASP)—family verprolin homologous protein 1 
 
  WB     Western blot 
 
































































































































































































































































































































































Specific expression of Nap1  in  the CP region of  the developing cerebral 
cortex where neurons’ transition from migratory to post migratory state suggests 
that Nap1  may  be  critical  for  the  termination  of  neuronal  migration  and  the 
initiation of neuronal differentiation. To evaluate  this hypothesis, we used gain 
and  loss  of  function  approaches  to modify Nap1  function  in  vitro  and  in  vivo 
during specific stages of the cerebral cortical development, and determined if the 
final placement and differentiation of cortical neurons were affected as a result. 
Specifically,  we  (a)  ectopically  induced  Nap1  in  migrating  neurons  using 
promoters  that are active  in post‐ mitotic, migratory neurons and determined  if 



































































































Nap1  shRNA was directly electroporated  into  cortical plate neurons by 
immersing  intact E16 cerebra cortex  into 5 μg/μl Nap1  shRNA plasmid diluted 
with  1:1  with  mouse  neuron  nucleofactor  solution  for  electroporation  in  the 
chamber electrode (Protech International Inc.). In some experiments, shRNA was 
injected beneath the skull, over the cortical surface, prior to electroporation (70V, 
100ms  duration,  100ms  interval,  8  pulses,  unipolar).   These  approaches  enable 


































treated with  1,  5,  10,  15,  25  ng/ml BDNF  (Pepro Tech  Inc.)  for  48hrs.  In  some 
experiments, TrkB receptor bodies (R&D systems, 20 μg/ml) were added to BDNF 
to block BDNF activity. Changes in Nap1 expression level in these neurons were 
analyzed  by  immunoblotting.  To  examine  if  Nap1  function  is  essential  for 
BDNF’s effect on neuronal differentiation, dissociated E16 cortical neurons were 
first  transfected  with  either  control  or  Nap1  shRNA  and  then  maintained  in 
BDNF  (25ng/ml) supplemented or normal media. Two days  later, neurons were 







































































































































































































































E15 mouse  cortex was  electroporated with  NeuroD  promoter‐IRES‐EGFP  and 
imaged  24  hours  later.   GFP  labeled  post‐  mitotic  neurons  are  visible  in  the 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(Fig.4.2;  Rakeman  and Anderson,  2006). Although  small  amounts  of  normally 
spliced Nap1 can apparently be generated in Nap1 gene trap‐ insertion mutants 
(Rakeman  and  Anderson,  2006;  Leighton  et  al.,  2001)  and  Nap1  C‐terminal 
deleted protein may have gain of function effects, similar neural tube defect was 
also noticed  following  loss of  function missense mutation  in  the  evolutionarily 
conserved L17P residue at the Nap1 N‐terminal (Rakeman and Anderson, 2006).   
Normally,  primary  neural  tube  closure  is  initiated  at  the  hindbrain/cervical 
boundary and proceeds in both rostral and caudal directions.    Brain closure also 
depends  on  secondary  closure  events  initiated  at  the  midbrain/forebrain 
boundary  and  at  the  rostral  tip  of  the  forebrain  (Copp  et  al.,  2003).    In Nap1 
mutants,  neural  tube  is  open  along most  of  the  rostro‐caudal  extent  (Fig.4.2), 
indicating a failure of normal neural tube closure events.     
Completion  of  the  neural  tube  closure  depends  on  lamellipodial 
protrusions from the apical cells of the apposing neural folds.    Interdigitation of 
these  lamellipodial  protrusions  from  across  the  midline  facilitates  cell‐  cell 
recognition  and  adhesion,  leading  to  the  fusion  of  the  neural  folds  and  the 
formation of neural  tube  (Copp et al., 2003; Geelen  et  al.,  1979).    The defective 
lamellipodial  activity  in  Nap1  mutant  neuroepithelial  cells and  the  resultant 
changes  in neuroepithelial  cell movement (Figs4.8 – 4.10, Movies 4.4  ‐ 4.5) may 
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